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【要旨】　自然免疫寛容が成立するラット肝移植モデル（DAドナー一PVGレシピエント）を用い、同種異系
移植肝、同種同系移欄干、DA肝の各肝臓からRNAを抽出し、遺伝子発現とタンパク質発現の解析を行っ
た。一群での発現に差を認めたものは、IFN－gamma、　IL－lo、　Thbsl、Ho・一1、IQGAPl、HSP70であった。Thbsl、
Ho－1、　IQGAPlは異系移植後早期の発現が最も強く以後低下した。　HsP70は異系移植術後14日目まで発現
が増加し以後低下した。IFN－gammaは異系移植後早期の発現が最も強く以後低下した。　IL－10は異系移植後
早期に強く発現し以後低下し術後20日から一定を保った。発現に差を認めたThbs1、HO－1、IQGAP　l、HSP70
などは、T－cell内部のRas経路を調節する作用を持つものであり、移植免疫寛容の誘導に関与している可能
性が示唆され、新しい免疫抑制剤の分子標的になり得るものと考えられた。
はじめに
　近年、わが国においても、臓器移植は種々の臓器不
全などに対する根治療法として定着しつつある。治療
成績が飛躍的に向上した最も大きな理由として優れ
た免疫抑制剤の開発が挙げられる。しかしながら、こ
れらの免疫抑制剤は種々の副作用を伴うため、しばし
ば術後管理に難渋することがある。
　治療成績を向上するための新しい治療戦略として、
移植臓器に対してドナー特異的な免疫寛容を誘導す
ることは、移植医療における理想の姿であり、実験的
には、ラット同種異系肝移植の一部で免疫寛容を誘導
する系が存在するユ）2）。しかしながら、免疫寛容のメカ
ニズムに関しては未だ不明の点があり、これらを解明
することによって、ドナー特異的免疫寛容を臨床応用
することができるものと考える。
　ラット同種異系肝移植において、免疫寛容を誘導す
る組み合わせとしてDAラットとPVGラットが知ら
れている。この移植モデルでは術後の平均生存期間が
100日以上との報告がある1）2）。本研究では、このモデ
ルを用いて、サイトカインとT－cell内部のシグナル伝
達物質を遺伝子発現・タンパク質発現で解析し、免疫
寛容に関与する因子の検討を行った。
研究材料および方法
　1．実験動物
　ドナーとして雄性DAラット（SLC、静岡、生後60
日中90日、体重200～250g）を使用し、レシピエント
に雄性PVGラット（セアック吉富、福岡、生後60日
～90日、体重200～250g）を使用した。国立成育医療
センター動物実験指針に基づき実験を行った。
　2．ラット肝移植と検体採取
　移植法は、同所1生肝移植で、肝動脈は結紮切離、肝
上部の下大静脈は吻合、肝下部の下大静脈と門脈はカ
ブ法、胆管はステント法で再建した3）。
　ドナーDAラット肝をレシピエントPVGラットへ
の同種異系肝移植を行った。移植後4日、8日、14日、
20日、61日目に移植肝をそれぞれ摘出して検体とし
た。対照として、ドナーDAラット肝をレシピエント
DAラットへの同種同系肝移植の移植後20日目の移
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州肝と、DAラット肝（無手術）を検体とした。摘出し
た検体は、摘出直後より液体窒素で冷却保存した。免
疫抑制剤を含め薬物の投与は一切行わなかった。
　3．免疫関連遺伝子の発現測定
　主要組織抗原（以下MHC）のRat　MHC　CIaasII、
リンホカインとして、Interferon　gamma　receptor（以下
IFN－gamma）、　Interleukin－10（以下IL－10）4）T－cell内の
シグナル伝達系の指標としてThrombospondin　l（以
下Thbs1）、　Heme　oxygenase　gene　l（以下HO－1）、　IQ
motif　containing　GTPase　activating　protein　l（以下
IQGAPI）、　Heat　shock　protein　70（以下HSP70）の発
現をRT－PCRで測定した。なお陽性コントロールに
は、GAPDHを使用した。
　凍結検体からIsogen（Nippon　Gene，　Tokyo，　Japan）
を使用しRNAを抽出した。Oligo　dt（lnvitrogen，　Carls－
bad，　USA），　Superscriptll　Buffer　（lnvitrogen，　Carlsbad，
USA），　O．　I　M　DTT　（lnvitrogen，　Carlsbad，　USA），　BSA
（lnvitrogen，　Carlsbad，　USA），　10　mMdNTP　Mix
（lnvitrogen，　Carlsbad，　USA），　RNase　A　（Nippon　Gene，
Tokyo，　Japan）などを使用し逆転写しcDNAを合成
した。
　Oligo　primer　analysis　software　Ver．6．6，　NBIoo　（TA－
KARA　BIO，　Ootsu，　Japan）を使用してプライマーの
設計を行った。今回新たに設計したプライマーは以下
の如くであり、各プライマーの配列とPCRのサイク
ル数は以下の通りである。
　Thbsl：forwardプライマー；GGGCTCAACT－
CTACATAGACTGT、　reverseプライマー；
TCTCTGTTCTCTTCCGTCACTT、35サイクル。
HO－1：forwardプライマー；CGCCATCTTG－
GTAATGCT、　reverseプライマー；TGAGACCC－
GATcTAGTAAccT、40サイクル。　IQGAPI：f（）r－
wardプライマー；GAGGAGCATGAGCGGATTT、
reverseプライマー；CAACATCGGGAGAAC－
GTAGG、32サイクル。　HSP70：fbrwardプライマー；
ATTAACTCCTTCGTTCGGTC、　reverseプライ
マー；CCCGAGCTCCTGACTTAACA、35サイク
ル0
　4．タンパク質発現測定
　PCRの結果で差が生じたもののうち一部、　HO－1
と、Ras経路の活性化の指標としてリン酸化ERKの
タンパク一発を現測定した。陽性コントロールとして
tubulinを使用した。
　Triton　Xを使用して肝組織を可溶化し、タンパク質
を抽出した。SDSバッファーを使用し泳動後、メンブ
レンに転写した。1次抗体は、mouse　anti－heme－
oxygenase－1　monoclonal　antibody　（Stressgen，　Victoria，
Canada），　monoclonal　anti－MAP　kinase　activated／
monophosphorylated　（Phosphothreonine　ERK－1＆2）
（SIGMA　ALDRICH，　Saint　Louis，　USA）を使用。2次
抗体は、Antibody　Horseradish　Peroxidase　Conjugates
（BioSource　International，　Carnarillo，　USA）を使用し
た。発色にはECL（Amershambiosciences，　Little　chal
fbnt，　UK）を使用し、撮影はLAS－lOOOplus（Fuji　Film，
Tokyo，　Japan）で行った。
結 果
　1．免疫関連遺伝子の発現（Fig．1）
　Rat　MHC　CIaasllは、正常肝で発現せず、同系移植
肝では3検体中2検体が軽度発現した。異系移植肝で
は、術直後からほぼ一定の発現を示した。
　IFN－gammaは、正常肝と同系移植肝で各3検体の
内1検体がやや強く発現した。異系移植肝で、発現は
経時的に低下傾向を示した。異系移植肝の61日目の
発現程度は正常肝と同等以下であった。
　IL－10は、正常肝で発現を認めず、同系移植肝では3
検体の内1つが強く発現した。異系移植肝は早期の発
現が最も強く、経時的に低下傾向を示し、術後20日以
後はほぼ一定の発現を保った。
　2．T－cell細胞内シグナルの発現（Fig．2）
　Thbslは、正常肝では3検体の内1検体で軽度発現
を認めた。同系移植肝では3検体の内1検体がやや強
く発現した。異系移植肝では、早期の発現が最も強く、
経時的に発現が低下した。異系移植肝の術後61日目
の発現は、正常肝で軽度発現を認めたものと同程度で
あった。
　HO－1は、正常肝で発現し、同系移植肝では3検体の
内1検体が強く発現した。異系移植肝の早期の発現が
最も強く、経時的に発現が低下した。
　IQGAPlは、正常肝で軽度発現し、同系移植肝で、発
現程度は3検体とも異なった。異系移植肝で発現は、
早期が最も強く、経時的に発現が低下し維持された。
　HSP70は正常肝で発現を認め、同系移植肝では、正
常肝よりやや強く発現した。異系移植肝で、発現は14
日目まで一時増加し、やや低下し維持された。
　3．タンパク質発現（Fig．3）
　HO－1は異系移植の早期の4日目、8日目の検体に
のみHO－1タンパク質の発現を確認した。
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リン酸化ERKは、異系移植の早期の4日目、8日目の
検体にのみタンパク質の発現を確認した。
考 察
　肝臓移植は他臓器の移植と比較して免疫寛容が得
られやすく4）、臨床的に免疫抑制剤の離脱も試みられ
ているが5）、動物実験ではラットDAドナーからPVG
レシピエントの系において自然免疫寛容が成立する
ことが知られている1）2）。移植における急性拒絶反応の
主体はT－cellによる細胞性免疫であり、各種抗原提示
細胞の表面に発現しているペプチドとMHCが結合
し、これらとT－cellの表面レセプター（以下TCR）が
結合しT－cellが活性化する。　T－cellのうち、　CD4は
MHC　class　IIなどと結合し活性化されThlとTh2に
分化増殖する6）。Th　l／Th2の各細胞は、Th　1は主に感染
免疫、Th2は主に自己免疫に関与するとされている
が、単純に分類できず複雑に関与している。Th2細胞
の分化にはLckのキナーゼ活性とRas経路の強い活
性化が必要であり、Ras活性の抑制でTh2への分化抑
制が確認されている。Th　l、Th2の活性化で主に産出さ
れるリンホカインは、Th　lがIFN－gamma、　IL－2などで
あり、Th2がIL－4、　IL－5、　IL－10などである6）7）。　Kobaya－
shiらは8）、一代交雑を利用した小腸移植の系で免疫応
答があった後、移植術後21日目にIL－2活性が低下し
ているが他のリンパ球は動作していることを報告し
ており、これを参考に今回術後20日を主に標本採取
を行った。
　T－cell細胞内シグナルとして、　TCRがMHC　CIass
IIなどと結合してからの細胞内部の経路は主に、　Cal－
cineurin経路、　Ras経路である。現在実用化されている
Tacrolimus、　Cyclosporinなど移植免疫抑制剤はCal－
cineurin経路の作用を抑制する8）9）（Fig．4）。一方、炎
症、血管新生、ストレス応答など様々に関与している
とされるMAPK経路は古典的経路、ストレス応答性
経路など様々な経路が確認されており、Ras経路は古
典的MAPK経路と同一である10）。またFig．4のCal－
cineurin経路、　Ras経路以外の第3の経路もMAPK経
路の一つである。
　腎移植では、移植後15年以上のヒト末梢血リンパ
球から分離したRNAをもとに変化した遺伝子を解
析している報告がある12）。この中でCalcineurinの増
加が認められたにもかかわらずIL－2などが増加せず、
Rasを含むMAPK経路を抑制するhVH－5の増加が
確認されている。そこで、我々はRas経路抑制の物質
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Fig．　4　T－cell　activation　cascade22）23）
　　　“Genes　examined　in　the　present　study．　SP70　and
　　　Thbs　l　adjust　the　Ras　pathway．　However，　the　mecha－
　　　nism　is　not　clear．
の検討を行い、Thbsl、IQGAPl、HSP70を対象とした。
またHQ1は、　Ras経路をブロックしてT－cellの活性
化を抑制していると報告がありこれも検討の対象と
した13）。
　Rat　MHC　ClassIIは異系移植でほぼ一定の発現をし
た。IFN－gammaは異系移植の早期に強く発現し、
術後61日目には、正常肝と同等以下まで発現低下し
た。またIL－10は、正常肝では発現を認めず、異系移
植肝では早期の発現が強く認められ、その後経時的に
低下し、術後20日以降はほぼ一定の発現を保ってい
た。主にIFN－gammaは促進的作用、　IL－10が抑制的作
用ということを考えると、異系移植でRat　MHC　Clas－
sIIがほぼ一定の発現を呈し、　T－celIに対する移植免疫
活性化への刺激は常にあったと考えられ、IFN－gamma
は持続的に低下し、IL－10が一定の発現を示したこと
から、手術直後に急性拒絶反応が生じたが継続的に抑
制的作用が働いていると考えられた。
　Thbs－1はRas経路で活性化し、止血、創傷修復、お
よび他の炎症反応の間、機能を営むとともに14）、T－cell
の活性調節も行っていると報告される15）。一方、異系
（4）
一　104 東京医科大学雑誌 第65巻第2号
移植の早期では最も発現が強く、異系移植20日目以
後一定の発現をしていた。異系移植では、創傷治癒作
用のみでなくT－cellの活性調節をしていると考えら
れた。
　HO－1は肝内で細胞保護に関与している16－18）。手術
後の各種侵襲を抑制することに大きく関与し、移植時
に生じる虚血再還流障害と関連が強いと考えられる。
実際、本研究でHO－1は異系移植の術後早期のみタン
パク質発現を確認した。しかし、術後20日目のPCR
結果を比較した場合、発現の程度が異系移植の場合が
同系移植と比較して強い。HO－1は免疫抑制作用があ
りRas経路をブロックしてT－cellの活性化を抑制し
ていると報告があり13）、HO－1の増加が術後障害のみ
に対応するものではなく、T－cellの活性化を抑制して
いたと考えられた。
　IQGAPlは、　calmodulinを接合させたり、細胞間接
着などの作用を持っている。そしてErk2の活動を調
節し、Ras経路の調節にも関与していると考えられて
いる19）。さらにMEKと直接接合することも報告され
ている20）。IQGAPlは異系移植早期において最も強く
発現し、日数の経過とともに発現が低下し維持され
た。機能的分化細胞Th2抑制にはRas経路の抑制が有
効であり、移植後20日目の同系移植よりも異系移植
のほうが発現が強く、Ras経路に働き免疫寛容誘導を
もたしていると考えられた。
　HSP70はHeat　Shock　Protein　90と共同的に働き、
Ras茎短のTCR側のキナーゼのRafと共に複合を形
成し、ERKの活性化を規制するとの報告20）がある。
HSP70は、今回のPCR結果において、異系移植術後
14日目まで増加傾向を認めた。抗ショック作用のみで
あれば術直後が最大値であると考えられ、術後にも増
加を示していることは、Erkの活性化を規制している
と考えられた。
　以上のように、移植免疫寛容の誘導には、Ras経路
が関与している可能性が示唆され、新しい免疫抑制剤
の分子標的になり得るものと考えられた。なお、本研
究では移植肝組織を用いて免疫寛容の検討を行った
が、今後、血液中のT－cellなどに関しても同様の検討
を行うことによって、移植免疫寛容の更なるメカニズ
ムの解明が図られることが期待される。
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Ras　pathway　is　related　to　transplantation　immune　tolerance
Katsunori　NARAHARA，　Akihiko　TSUCHIDA，　Tatsuya　AOKI
Third　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　DA　rats　were　used　as　donors　and　PVG　rats　were　used　as　recipients．　RNA　was　extracted　from　the　allogenic　transplanta－
tion　liver，　the　syngenic　transplanted　liver，　and　the　DA　liver．　The　gene　expression　and　the　protein　appearance　were　analyzed
and　examined．　There　were　differences　in　the　expression　of　IFNgamma，　IL－10，　Thbsl，　HO－1，　the　IQGA　P　I　and　HSP70．
Thbs　l，　HO－1，and　the　IQGA　P　l　were　strongly　expressed　by　day　8　then　decreased．　HSP70　increased　until　l　4　days　after　surgery
and　decreased　thereafter．　I　FN－gamma　was　expressed　strongest　4－8　days　after　surgery　but　decreased　thereafter．　I　L－10　was
strongly　seen　after　surgery，　then　decreased　until　day　20，　thereafter　remaining　constant．　Thbsl，　HO－1，　the　IQGA　P　I，　HSP70
and　so　on　affect　the　Ras　pathway，　thus　it　is　possible　that　the　Ras　pathway　was　involved　in　the　induction　of　transplantation
immune　tolerance，　and　may　be　a　molecular　tai－get　of　the　immunosuppressants．
〈Key　words＞　Transplantation，　lmmunological　tolerance，　T－cell，　Ras　pathway
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